分裂酵母の細胞寿命に果たす抗酸化酸素およびDNA修復酵素の役割 by 妹尾 聖典
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nʔŬv~ͥ:7@*G@97
*AGJ' 	2G;@' 	 _ͦĳ˭̳ȼli & ĚǏȱȬʼȇːŇ
lr±ÈÙˀǩ̶˲ģoǩiˑkn^& ĚǏȲǴ
ːŇǈ͗oĳmii_Ȓʐʟ^ĳ˭̳ȼ & ĚǏȲǴȡ
 $+ ɚƛw^ʹ˗ːŇ̦ʜ˶Ƣw~_

ͪͨȓǾȀɉ
ͪ]ͩͨˤȡŻŶl $+ ɚƛ
 ˬ  ʔw~ĳ˭̳ȼŜˤȡɷi~_()\
%\ (^)\ȡ %"
ʒƅª¸¿Âͥ#3@3?;FEG' 	ͦƧĨw %ȲǴv{~Đɷw
~_ƚĩŻŶw 1 ŻŶͥ	K73EF7JFD35F^¯â²ç¶ͦ JM9
?$
¢ÁÅå^ä¤´å^¥à´âŁk~ŻŶͥ1+Jͦɷi~_ȌƩŻŶw +
 ]]


ŻŶͥ	;85A&;FDA97@3E7I
A?;@A35;6E^¯â²ç¶ͦ JM9
?$
¢ÁÅå^ä¤´ål¥à´âŁk~ŻŶͥ+Jͦɷi~_ơƋŻŶ
 93D Ţ 1+JM9
?$ ¢ÁÅå^ä¤´å^¥à´âŻŶĐɷw~_
ˤȡķȎţħƾ '	 j 1+J ŻŶŁkŻ͟w~_ŜŻ͟ȁǻ
lr 'ɚƛ^²çâ¼çª¥å¼çˤǻɚƛl - ˹ɚw~_-
ʥͩʣ̜~Ȁɉǌɚƛw~_

ͪ]ͪͨ& ǿɪŇʠɦƇɻɱɚƛ
 & ǧĲîǙ¢«äç¶±â͑ȿɋņ^lʠɦƇɻɱɚƛʥͩʣ̜
~Ȁɉǌ˫~_

ͪ]ͫͨ(* ±ÈÙ & ǴĢƛ̸
 ̻Ÿ &  7@ p ǧĲw )^G4;F6E&*3EE3K=;F  & ɢƾƛ̸w~_
ȯʂ &  #'0&7A,'1''ƃƹv{~_Ñà¤×ç W,
ˬ C1ͨȒʐʟɷi~ˤȡ 
 
   
FY7507 h- YGRCa 
ED0665 h– ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 ATCC No. 96993 
ED0668 h+ ade6-M216 leu1-32 ura4-D18 ATCC No. 96994 
HT02 h– leu1-32 ura4-D18 mag1::ura4+ mag2::ura4+ Kanamitsu et al. 2007 
TS01 h– ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 nth1::ura4+ Sugimoto et al. 2005 
AY01 h– ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 apn2::ura4+ Sugimoto et al. 2005 
KK01 h– ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 rad16::kanMX6 Kanamitsu et al. 2007 
KK04 h- leu1-32 ura4-D18 rad16::kanMX6 mag1::ura4+ 
mag2::ura4+ 
Kanamitsu et al. 2007 
AM01 h– leu1-32 ura4-D18 nth1::ura4+ rad16::kanMX6 Kanamitsu & Ikeda 2011 
AM02 h– leu1-32 ura4-D18 apn2::ura4+ rad16::kanMX6 Kanamitsu & Ikeda 2011 
AY02 h– ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 uve1::ura4+ Tanihigashi et al. 2006 
AM03 h– ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 uve1::ura4+  
rad16::kanMX6 
	
 
aYGRC: Yeast Genetic Resource Center  
 ]]
,,W W,,,,,,,,,Wɷi~_(*
ŕǕͥM$ͦ J(*4G887D8AD#'0&7A^	?%735:6&,(^	M%735:I
*H Ñà¤×ç^@9 ̻Ÿ &^	G@;FE#'0&7A ˫~_(* ³¤®â^X
?;@[eXE75[XE75[X?;@fͥ J5K5>7ͦ˫~_(*
ɶɫ )G4;F ƛ̸w~_ʈƤʂƃƹ̸^ǴĢ³åÑâͥͦ²åÂäçâ³åÑ
âͥͦƃƹ̸˹ʩw~_ƃƹǿɪǆ~ǴĢɱ^Ö¢ºåĳƶĥ˹ʩw
~ͥǴĢ
ƃƹǿɪ>@
ͦͥ GD63' 	 _ͦ(* ØÂ²åÃá¢
&ͥ?F&ͦǴĢƛ̸iʽș͙ʆ˼̜w~_

ͪ]ͬͨ*'+ ª¶Ëç¹ɍǙ˪ħ͜Ǒ̽˶Ƣ
 *'+ ˶Ƣ˪ħ˿˨w   l 6;:K6DAD:A63?;@7 *^,:7D?A
;E:7D+5;7@F;8;5ɷi~_ˤȡ 1+J ŻŶŻ͟w^ŜŻ͟ȁǻ J57>>E
Ż͟ɓʺɢƾ M% * ~ʺɢƾ M%  jŁk X^?;@
äç¼áçØ¬³çǡɡwn¤å¬ÝÒçÂw~_̪ǒǋ^éɗǭ J(+
 ŰɌɏw~_J(+ įǡɡwş̸ ¯á¸äçâŁk^˪ ħ͜Ǒ̽ͥ '$1%(-+
(ͦ˶Ƣw~_ª¶Ëç¹ɍǙ˶Ƣ^ʥͩʣ̜~j !,.8?= 
ɷi˫~_ ĜƤɫãå·  *  !,.8?= ˄ˢÏ£â¼ç   
̏ˢÏ£â¼çɷi~_˪ħ˿˨Łkiiˤɓşȇ˶Ƣw^˝Ɵ˪ħnɥ
iȕĄ˪ħ˶Ƣ˫~_

ͪ]ͭͨ¼åË®̎ǧĲ ++(
 Ŝˤȡ 1+J ŻŶŻ͟w^'ɚƛw~_P'˹ʩw^| ?$ ǻˤ
ɓm͍ˤw~_J++( ɷ³åÑáå¯Ê¿Ï¡ç ĜƷ̵w^ˤČ M$
Łk^?;@ɨɈw~_ş̸µâ²Å¢Íç·Łk^?;@ ÕâÀ¿®¶ǡɡw
~_J³åÑáå¯Ê¿Ï¡ç M$ Łk^v ?;@ǡɡw~_?;@ ɨɈw^
̪ǒǋéɟ¼åË®̎³åÑâwĐɷw~_¼åË®̎ 	Öá¢®á
â¢ØÃ±â͑ȿɋņw~_+F3;@'@7  ?;@ Ȝˢw^˦ɺɀèȈ˛ˢ
ǋ^İʊǶǈw~_

 ]]
ͫͨʽș
ͫ]ͩͨĳ˭̳ȼ & ĚǏȲǴȡ $+
 ĳ˭̳ȼ & ĚǏȲǴȡ 1+J ŻŶŻ͟w^ƛƸȎă͆Ż͟Ȏ̀ɵƗɱ
 $+ ɚƛw~_& ĚǏȲǴȡȟ͟˲ɁǙʹ˗ͥ367>7GGD3ͦ˵ȡ
wĎ˰w~ͥˬ ͦ^ zȟ͟˲ɁǙ̩i $+ ǈ͗̅~_|
ʽș Ő^ȟ͟˲ɁǙȡͥ 1ͦ^¢ÁÅå ä^¤´å ¥^à´â˲Ɂyȡͥ ͦ
l¢ÁÅå^ä¤´å˲Ɂyȡͥ1ͦ $+ ̅~͇Ȏ̀li
şxh~ͥŲ  l +7@AA' 	  ;9	+ _ͦw~n^1+J Ż
Ŷliȟ͟˲ɁǙƇɻnƛƸȎlrƥŧǈ͗ìkitnʔv~_
 ĳ˭̳ȼ * l &* ȲǴȡw^& ¯á²´àç¹
( á¢ç¹ɍǙǩ
 @F: ÌÂ 0( ÔÛäç¯h D36 ̭Ćƕʒƅw~ȡɷi~_t
ŎɮȲǴȡͥ"'\ %\ͦö̶ȲǴȡͥ"'\%\ͦƏȿʂɴƂê 1+
J ŻŶli /,ͥ  ͦşʜƾǢ̾ʔw~ͥ Ų  l +7@AA' 	
 ;9	 _ͦŻ͟ ȁǋ /,  & ĚǏȲǴȡʹ˗ 'ʳ ^²çâ¼çª
¥å¼çʹ˗ǻn gJ57>>E
?$ ͞Ũɤ̨w~_/,  & ĚǏȲ
Ǵȡ̾ȎŻ͟î B ¯â²ç¶ɢƾɚƛw~ͥŲ  l +7@AA' 	
 ;9	+ _ͦtˤȡ̀ŻŶî B ¯â²ç¶ɢƾƇŇƊo̩i˳
m~_w~n^& ĚǏȲǴ̠ƸȕĄ§Çâ­çĂ̈Ǣ̾ǈ


Ų C1 ȟ͟˲ɁǙ CLSǈ͗ 
 ȟ͟˲ɁǙɻĳ˭̳ȼˤȡ YES 3xŻŶlr CLSȓǾȀ
ɉǌɚƛw~_ŜŻ͟ȁǻlrˤɓ´Üçã 3ȘȦˤw^²ä
Åçǻ˹ɚw~_ɵƗɱƺŷĝȯɜĞƴʔw~ͥn=3ͦ_ 
0.01 
0.1 
1 
10 
100 
0 2 4 6 
生
存
率
（
％
）
 
培養（日） 
FY7507 
(WT) 
ED0665 (ade-, 
leu-, ura-) 
FY6839 (ade-, 
leu-) 
 ]]




͗ìkiˑk_/,  & ĚǏȲǴȡ %%+ ƤyǞŘǙ̅~ͥŲ
 _ͦ/,  ǞŘǙʔvm~n "^'\%\͢iǞŘǙʔw~_
"'\%\ŎɮȲǴȡvǅiǞŘǙʔw~_tăļʐʟş
A) B) 
0.01 
0.1 
1 
10 
0 2 4 6 8 
OD
60
0 
培養（日） 
WT 
nth1∆ 
rad16∆ 
nth1∆/rad16∆ 0.1 
1 
10 
100 
0 2 4 6 8 
生
存
率
（
％
）
 
培養（日） 
Ų C2 DNAĚǏ̳ʷȲǴȡ CLS 
 WT BER̳ʷͥnth1ͦ NER̳ʷͥrad16ͦŎɮlö̶ȲǴȡ
YES 3xŻŶlr CLSɚƛw~_A) WT^nth1∆^rad16∆l
nth1∆/rad16∆Ǣ̾Ȋ˅ʔw~_ B) WT^nth1∆^rad16∆l
nth1∆/rad16∆ɵƗɱʔw~_ŜŻ͟ȁǻlrˤɓ´Üçã 3Ș
Ȧˤw^²äÅçǻ˹ɚw~_ɵƗɱƺŷĝȯɜĞƴʔw~ͥn=3ͦ_ 
Ų C3 DNAĚǏ̳ʷȲǴȡŻ͟î pH¯â²ç¶ƇŇ 
 WT^nth1∆^rad16∆l nth1∆/rad16∆Ż͟ɓî pHͥAͦ¯â²
ç¶ɢƾͥ B ͦɚƛw~_pHɚƛ²åË®Â pHÚç¼ç B-712ͥ Ž
ſ˰ĎǤͦɷi~_¯â²ç¶ɢƾɚƛÖç¼Ðâ¯â²ç¶Úç¼ç 
-501-HͥÏÄ²´ͦ§¼Èçâ˓Ǚ¸å³çªçÂá¿µ GF-501-SͥALͦ
ˮʋwĐɷw~_ĭŸʂɚƛĒʔw~_  
A)   B)   
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 ̳ȼƥŧlr & ĚǏʼ̑ǉĿʐʟy~^ipm * ȲǴȡl
| D36 ö̶ȲǴȡ $+ ɚƛw~_* ̭Ćƕw Ú¾â¢ÁÅ
WT 
nth1∆ 
rad16∆ 
nth1∆/rad16∆ 
コントロール 0.001 0.002 
0.004 0.008 
MMS(%) 
Ų C4 DNAĚǏȲǴȡÚ¾âÚ¼å¶âÔå̴ͥMMSͦǞŘǙ 
 WT^nth1∆^rad16∆l nth1∆/rad16∆ŜɢƾMMSŢ  YE
ơƋŻŶ¶Ö¿Âw~_Ƴm 3 x 104  ^ 3 x 103^3 x 102  ^ 3 x 101 ěʹ
˗Ţˤɓ¶Ö¿Âw~_28X^3ȁ̀Ż͟w^İʊǶǈw~_ 
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A) B) 
Ų C5 ŻŶ̩i CLSǈ͗ 
 WTlŜȲǴȡ SD 3xŻŶlr CLSɚƛw~_A) WT n^th1∆^
rad16∆l nth1∆/rad16∆Ǣ̾Ȋ˅ʔw~_ B) WT^nth1∆^rad16∆
l nth1∆/rad16∆ɵƗɱʔw~_ŜŻ͟ȁǻlrˤɓ´Üçã
3ȘȦˤw^²äÅçǻ˹ɚw~_ɵƗɱƺŷĝȯɜĞƴʔw~
ͥn=3ͦ_ 
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 ĳ˭̳ȼƛƸȎlr±ÈÙ & l ?F& ǴĢȧĲ^ːŇ̦ʜɳ˷
生存率（％） 
二重欠損株 
(+rad16∆) 
uve1∆ 
apn2∆ 
mag1∆/mag2∆ 
nth1∆ 
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apn2∆ 
mag1∆/mag2∆ 
nth1∆ 
rad16∆ 
WT 
0.1 1 10 100 
単独欠損株 
Ų C6 BER NERȲǴ CLSǈ͗ 
 WT r^ad16∆lʝ` BER̳ʷȲǴȡŎɮl rad16∆ö̶Ȳ
Ǵȡ YES 3xɓČŻŶŻ͟w C^LSɚƛw~_2ȁʆ 5ȁʆɵƗɱ
ɚƛw^2ȁʆ 100%w~ȇ 5ȁʆɵƗɱˬw~_ŜŻ͟ȁǻ
lrˤɓ´Üçã 3ȘȦˤw^²äÅçǻ˹ɚw~_ɵƗɱƺŷĝ
ȯɜĞƴʔw~ͥn=3ͦ_ 
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 _ͦz^
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& ʳ
=4 ɴɭ 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& ĩ̭ĆƕªÊçoj  ʝ͝
̾i³¤·ͥ$  $Ͳʳ =4ͦnƃƹvÑà¤×çƤ˽˹w~ͥŲ  _ͦ$
 #+ͥ ´Â®äÙ 5©¬´½ç¹ ͦ^ #+	l #ͥ´Â®äÙ 4ͦn²çÃ
vi͛źnŢ_$  #+ ,(3E7 ³ÐÞÅ¿Â²çÃ͛źn
Ų C7 ƛƸȎlr nth1∆/rad16∆ ROS˧ʞ 
 WT nth1∆/rad16∆ƤǻƃȹȎͥ1ȁʆͦƛƸȎͥ3ȁʆͦlr
ROSʀɵ˶Ƣw~_˪ħ˿˨^DHR123 (A) DHE (B)ɷi~_
WT1ȁʆȄ˴̷Śê¶°çâÊçʔw~_ 
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Ÿ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 ĳ˭̳ȼ&áÕÏàÍåƗŵê-.ɧƦw ?^F&ǴĢC(*ɚƛw~_
áÕÏàÍåħƃǞĽwģo^-. ɧƦè̶̴͙ʷ  'ɵǢw^& ̴
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Ñà¤×ç+ ?F& ̴ŇǴĢ C(* ɚƛw~ʽș ^ ǴĢȧĲom
~_wmw^Ñà¤×ç$  $ ǴĢɚƛw~ʽș^-. ɧƦ̸ȾĒw
& ǴĢ̸nƃŁw^-."
5? =4 ǆ~ǴĢ̸n gªǤ~
Ų C8 ĳ˭̳ȼ mtDNAǴĢɚƛɷÑà¤×ç 
 mtDNAǴĢ qPCRƛ̸y~^3ʝ͝Ñà¤×çƤ˽˹
w~_ 
  L-AͥFwͦͲ5’-CCCAAGGTGTTGTGCAATTAGTGTTAAGTCG-3’ 
  L-AͥRvͦͲ5’-ACTCGAACCAACACGCTCGAAAGCG-3’ 
  L-BͥFwͦͲ5’-GCTTTCGAGCGTGTTGGTTCGAGTC-3’ 
  L-BͥRvͦͲ5’-CGACTTAACACTAATTGCACAACACCTTGGG-3’ 
  SͥFwͦͲ5’-GAAGGAGGAATTGCGAGTAATCAC-3’ 
  SͥRvͦͲ5’-CGACTTAACACTAATTGCACAACACCTTGGG-3’ 
14440
14463
4338
4491
4461
A
B
SS. pombe 
mtDNA 
19,431 bp 
cox1 
cox2 
cox3 
cob 
ATP6 
ATP8 
ATP9 
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Ų C9 DNAǴĢȧĲ~ qPCRƛ̸Ǚ 
 qPCR±ÈÙ DNAǴĢɚƛy~Ñà¤×çƤ˽˹w~_
A) ˽ƛw~Ñà¤×çɷi PCR˫i P^CRɶɫ 10 ML 0.7%¢«ä
ç¶±â͑ȿɋņw~_B) ̻Ÿ DNA̸ 0.125 ngg1 ngƇŇv{
PCR˫i P^CRɶɫ 10 ML¢«äç¶±â͑ȿɋņw~_|ǋ I^mageJ
Áå´ÂÚÂáç˫i^̻Ÿ DNA̸ƃƹv~ PCRɶɫ́Ė
ʔw~_ 
y = 33247x + 1684.9 
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Ų C10 ƛƸȎlr DNAĚǏȲǴȡ DNAǴĢ 
 WT nth1∆/rad16∆ DNAʼȇʂǧĲw^¢«äç¶±â͑ȿɋņ
˫i^DNAǿɪŇ˶Ƣw~_DNA×çªçͥMͦSHind IIIɷ
i~_ 
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Ų C11 qPCR DNAǴĢɚƛ 
 WT nth1∆/rad16∆±ÈÙ DNAͥAͦlØÂ²åÃá¢ DNAͥBͦ
ǴĢ qPCRɚƛw~_Ŝ³åÑâi PCR 3Ȓ˫~_ƺ
ŷĝȯɜĞƴʔw~_ 
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Ų C12 ƛƸȎlr DNAĚǏȲǴȡ¼åË®̎ 
 WT nth1∆/rad16∆¼åË®̎ȓǾȀɉǌʼȇʂǧĲw^
SDS-PAGE˫~_ÑäÀ¤å×çªçͥMͦşȇɋņw~_ 
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A) B)  
Ų C13 ƛƸȎlr DNAĚǏȲǴʠɦƇɻɱ 
 WT nth1∆/rad16∆ʠɦƇɻɱɚƛȓǾȀɉǌ˫~_ɵ
ˤǻͥ106 cellsͦǆ~ʠɦƇɻˤǻͥAͦ^EMMG+ªÄÊÅåŻŶ
ɵk~²äÅçǻͥʠɦƇɻˤǻͦ EMMGŻŶɵk~²äÅçǻͥɵˤ
ǻͦĿ^ʩĲw~_ĩˤǻͥ108 cellsͦǆ~ʠɦƇɻˤǻͥBͦ^
ʠɦƇɻˤǻȦˤǻĿ ʩ^Ĳw~_ƺŷĝȯɜĞƴʔw~ͥ n=3 _ͦ 
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Ų C14 nth1∆/rad16∆ CLSl ROSʀɵªäáçĻ͇ǈ͗ 
 A) 0.3g5%¯â²ç¶Ţ YES 3xŻŶ nth1∆/rad16∆ CLSɚƛ
w~_2ȁʆ 5ȁʆɵƗɱɚƛw^2ȁʆ 100%w~ȇ 5ȁʆɵƗɱ
ʔw~_WT 3%¯â²ç¶Ţ YES 3xŻŶɵƗɱʒ˅ʔw~_ŜŻ͟
ȁǻlrˤɓ´Üçã 3ȘȦˤw ²^äÅçǻ˹ɚw~_ɵƗɱƺŷĝ
ȯɜĞƴʔw~_ B C) Ŝɢƾ¯â²ç¶Ţ YES 3xŻŶî 3ȁ̀Ż͟
w^DHR123l DHEȜˢw^ROSʀɵ˪ħ˶Ƣw~_Ⱦ̔w
WT 3%¯â²ç¶Ţ YES 3xŻŶſŝʔw~_WTȄ˴̷Śê¶°
çâÊçʔw~_  
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ǅṕ
̣wiͥAD4G@AH3' 	%3DF7;<@' 	(3@' 	 _ͦ
Ȓʐʟ^ĳ˭̳ȼli *  &* ȲǴnʼȇːŇŁ̡v{t˳Ĳw
~_~^ƛƸȎʹ˗Ă̈ɵǢv~ʹ˗Į *'+ n˧ʞw~ͥŲ  _ͦt
 *'+ ĮűǙ̴ŇǴĢȢ & Ƈɻ́ìwiˑk_ĳ˭̳ȼ
 B@B  &F:B  ( ³¤Â̼ĴǿjƨvƁżǴĢıɳw ^* ʼ̑̶
˲ǉĿǨiͥ#3@3?;FEG!=763 _ͦèȀ^ĳ˭̳ȼ &* Ƈɻ %%+
ƤwîʜƾǞŘǙʔw^¢â¬âŇǴĢĚǏ &* ńitnʔ
Ŭv~ͥŲ   %7?;EA9>G+3?EA@'E?3@' 	#3@3?;FEG' 	
 _ͦ@F:  3B@  &* ̭Ćƕ̭Ć̀ʈ÷Ďɷ^*:BB  *B:B n @F: Ď
ɷɵx~ ( ³¤Â̶˱wıɳytʔv~ͥ#3@3?;FEG!=763
+3=GD3;' 	 _ͦ*36B
+I;B Ȭ̢ɬɻʂ§åÃÆ®ã¢ç¹^&
 WÐä¿®ȑʤıɳyÊ¿®¢¿Ñʼ̑wģiiͥ #3@3?;FEG!=763
 _ͦȌ̚ʐʟ^ūó͝ &* n̴ŇǴĢjƨvǴĢĚǏ̶˲ģ
oǩitnʔv~ͥ(3E5G55;' 	7DD3' 	%7>;E
' 	+:38;DAH;5:' 	 _ͦ"'\ $"\m D36 ̭ĆƕȲǴ
Ų C15 ƛƸȎ nth1∆/rad16∆lrª¶Ëç¹ɍǙŇ 
 WT nth1∆/rad16∆ƤǻƃȹȎͥ1ȁʆͦƛƸȎķȎͥ2ȁʆͦlr
ª¶Ëç¹ɍǙŇ FITC-VAD-fmk˪ħ͜Ǒ̽˶Ƣ̅~_WT
Ȅ˴̷ 1ȁʆŚê¶°çâÊçˬʔw~_ 
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